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(57) Abstract 

The invention concerns the family of protein-kinases having the following common characteristics: they are devoid of the consensus 
pattern GxGx(Y/F)GxV; they have a dependent non-cyclin CAK activity. The inhibitors of the protein-kinases of this family can be used 
as fungicides. 

(57) Abrege* 

Famille de proteuie-kinases posseMant les caract6ristiques communes suivantes: elles sont ddpourvues du motif consensus 
GxGx(Y/F)GxV, elles possedent une activity CAK non-cycline ddpendante. Des inhibiteurs des protdine-kinases de cette famille peuvent 
6tre utilises en tant que fongicides. 
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KINASE ACTIVATRICE DES PROTEINE- KINASES CYCLINE DEPEN- 
D ANTES, ET SES UTILISATIONS 

La presente Invention est relative a une nou- 
velle kinase de Candida albicans, activatrice des 
5 proteine-kinases cycline dependantes, et a ses 
utilisations. 

Les proteine-kinases cycline dependant es (Cdk) 
sont des regulateurs du cycle de division cellulaire chez 
les eucaryotes, essentiels aussi bien au niveau de la 

10 transition Gl/S que de la transition G2/M du cycle cellu- 
laire. La CDC28 de Saccharomyces cerevisae et la CDC2 de 
Schizosaccharomyces pombe sont les premieres Cdk qui ont 
ete identifiees. 

L' activation des Cdk necessite a la fois la 

15 fixation d'une molecule de cycline, et la phosphorylation 
de la Cdk sur un residu threonine conserve, situe dans 
une region appelee : « boucle T ». 

II a ete montre que cette phosphorylation est 
effectuee par une kinase denommee : « kinase activatrice 

20 des Cdk » (CAK) # qui, chez les vertebres, se presente 
sous forme d'un heterotrimere comprenant une sous-unite 
catalytique denommee Cdk7, une sous-unite de type 
cycline, denommee cycline H, et un facteur MAT-1 [pour 
revue, cf. SOLOMON, Trends Biochem. Sci. 19, 496-500 

25 (1994)]. Le complexe Cdk7-cycline H est en outre un com- 
posant du complexe TFIIH, necessaire a la transcription 
basale des genes par 1 ' ARN polymerase II, et intervient 
dans la phosphorylation des sequences repetees du domaine 
carboxy- terminal (CTD) de la grande sous-unite de cette 

3 0 polymerase. 

Chez la levure scissipare Schizosaccharomyces 
pombe, un complexe similaire a Cdk7-cycline H, comprenant 
une sous-unite catalytique denommee Crkl, et une cycline 
regulatrice denommee Mcs2 a ete identifie. II a ete mon- 
35 tre que le gene Crkl etait essentiel pour la viabilite 
cellulaire, et il a ete observe in vitro que le complexe 
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Crkl-Mcs2 etait associe a 1' activite CAK et a 1' activite 
CTD-kinase [BUCK et al., EMBO J., 14 (24), 6173-83 (1995) ; 
DAMAGNEZ et al., EMBO J., 14(24), 6164-72,(1995)]. 

Chez la levure bourgeonnante Saccharomyces 
5 cerevisiae, un complexe comprenant une kinase (Kin28) et 
une cycline (Cell) respect ivement apparentees, au niveau 
de leur sequence, aux kinases Cdk7 et Crkl, et aux pro- 
teines regulatrices cycline H et Mcs2 a egalement ete 
identifie. Le complexe Kin28-Ccll fait partie du complexe 

10 TFIIH et possede une activite CTD-kinase, mais 
n'intervient pas dans 1'activite CAK. 

Recemment, les inventeurs ont identifie une 
kinase responsable de 1' activite CAK chez Saccharomyces 
cerevisiae. Cette kinase a ete denommee CIV1 (CAK in 

15 vivo), et le gene correspondant a ete denomme CIV1 
(THURET et al . , Cell, 86(4), 1996). Ces resultats ont ete 
confirmes par d'autres equipes [KALDIS et al., Cell, 86(4), 
553-564 (1996) ; ESPINOZA et al . , Science, 273(5282), 1714-1717 
(1996)]. La CAK de Saccharomyces cerevisiae est globalement 

20 apparentee a la famille des serine- threonine-kinases, et 
en particulier aux proteine-kinases CDC2 et CDC28, et se 
differencie des CAK precedemment identifiees chez 
d'autres organismes par 1' absence du motif conserve riche 
en glycines GxGx(Y/F) GxV, qui est present dans la plupart 

25 des proteine-kinases, la presence d' insertions de 5 a 29 
acides amines, situees entre les elements de structure 
secondaire conserves dans la famille des Cdk, et par le 
fait que son activite CAK ne necessite pas son incorpora- 
tion dans un complexe enzymatique. 

30 L' activite CAK de CIV1 etant essentielle pour 

la survie et la division cellulaire, les Inventeurs ont 
entrepris de rechercher s'il existait, chez des levures 
pathogenes, des genes homologues a CJVI, codant pour des 
proteine-kinases possedant une activite CAK. En effet, 

35 dans ce cas, l'obtention de moyens de regulation de cette 
activite, et en particulier d' inhibit eurs, presenterait 
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un grand interet sur le plan industriel ou therapeutique, 
principalement pour 1'obtention de fongicides. 

Dans ce but, les Inventeurs ont d'abord entre- 
pris le criblage de banques d'ADN de la levure pathogene 
5 Candida albicans, en utilisant des sondes derivees des 
differentes regions du gene CIV1 de Saccharomyces 
cerevisiae. Cependant, aucune des sondes utilisees n'a 
permis de detecter la presence de sequences homologues 
dans le genome de Candida albicans. 

10 Les Inventeurs ont toutefois recherche si 

Candida albicans poss^dait event uellement un analogue 
fonctionnel de la CAK de Saccharomyces cerevisiae, en 
cherchant s'il existait chez Candida albicans un ou des 
genes capables de restaurer chez Saccharomyces cerevisiae 

15 la fonction CAK dans un mutant thermosensible du gene 
CIV1. lis sont ainsi parvenus a identifier un gene de 
Candida albicans capable de complementer a lui seul la 
fonction CAK deficiente du mutant. 

La sequence de ce gene, denomme CaCIVl, a ete 

20 determinee ; elle est representee dans la liste de se- 
quences en annexe sous le numero SEQ ID NO:l ; la se- 
quence de son produit de traduction, denomme CaCIVl, est 
representee sous le numero SEQ ID NO:2. 

La figure 1 represente la comparaison de la 

25 sequence d'acides amines (code 1-lettre) de CaCIVl, avec 
celle de la CAK de Saccharomyces cerevisiae (denommee 
ScCIVl) , et avec celle de la kinase CDC28 de 
Saccharomyces cerevisiae (denommee ScCDC28) . Les residus 
conserves chez ScCIVl et CaCIVl sont en caracteres gras. 

30 Legende des annotations de la figure 1 : 

k = residu conserve dans la plupart des 
proteine-kinases ; 

• = residu souvent present dans la famille des 

Cdk ; 

35 o = residu tou jours present dans la famille 

des Cdk ; 
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+ = residu present dans la famille des Cdk et 
dans ScCIVl ; 

Structures secondaires : a = helice a ; b = 

feuillet p. 

5 CaCIVl ne presente au niveau de la sequence 

globale en acides amines, qu'une identite de 28% avec la 
CAK de Saccharomyces cerevisiae, ScCIVl. 

Cependant, les similitudes constatees entre 
ScCIVl et CaCIVl permettent de d£finir une famille de 
10 kinases, denommee ci-apres CIV1, regroupant des proteines 
possedant les caracteristiques suivantes : 

- elles sont depourvues du motif GxGx(Y/F) GxV, 
dans lequel G represente la glycine, x represente un 
acide amine quelconque, Y/F represente soit la tyrosine 

15 soit la phenylalanine, V represente la valine. 

- elles possedent une activite CAK non-cycline 

dependante. 

La prisente invention englobe les prot^ine- 
kinases appartenant a la famille CIV1 telle que definie 
20 ci-dessus f a 1' exception de la CAK ScCIVl de 
Saccharomyces cerevisiae. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, ladite proteine-kinase est suscepti- 
ble d'etre obtenue a partir d'un ascomycete, avantageuse- 
25 ment un hemiascomycete, et de preference Candida 
albicans. 

Une proteine-kinase conforme a 1' invention est 
par exemple representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID NO: 2. 
30 La presente Invention a egalement pour objet 

une sequence d' acide nucleique codant pour une proteine- 
kinase conforme a I 1 invention. 

Une sequence d' acide nucleique conforme a 
1 1 invention est par exemple constitute par la sequence 
35 SEQ ID N0:1 de la liste de sequences en annexe. 
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La presente invention a egalernent pour objet 
des fragments d'acide nucleique d'au moins 18 pb, homolo- 
gues ou complementaires d'une sequence d'acide nucleique 
codant pour une sequence peptidique specifique de la CAK 
5 conforme a 1' invention. 

Ces fragments peuvent en particulier etre uti- 
lises comme sondes d' hybridation, et/ou amorces 
d' amplification, pour isoler et/cloner a partir . de 
Candida albicans, une sequence d'acide nucleique codant 

10 pour une CAK conforme a I 1 invent ion. 

La presente invention englobe egalernent des 
fragments d'acide nucleique d'au moins 15 pb, de prefe- 
rence au moins 18 pb, homologues ou complementaires d'une 
sequence d'acide nucleique codant pour une sequence pep- 

15 tidique conservee dans la famille de proteine-kinases 
definie par la CAK CaCIVl conforme a 1 ! invention, et la 
CAK ScCIVl de Saccharomyces cerevisiae. 

Ces fragments peuvent en particulier etre uti- 
lises comme sondes d' hybridation, et/ou amorces 

20 d' amplification, pour detecter 1' existence, chez des or- 
ganismes autres que Saccharomyces cerevisiae et Candida 
albicans, de sequences codant pour des kinases apparen- 
tees aux CAK CaCIVl et ScCIVl et pour isoler et/ou doner 
les genes ainsi identifies. L' invention englobe egalernent 

25 les sequences d'acide nucleique obtenues de la sorte, et 
les proteine-kinases de la famille des CAK CaCIVl et 
ScCIVl codees par ces sequences. 

La presente invention a egalernent pour objet 
tout vecteur recombinant, et en particulier tout vecteur 

30 d' expression, resultant de 1' insertion d'au moins une se- 
quence d'acide nucleique conforme a 1' invention dans un 
vecteur approprie. Le choix d'un vecteur approprie peut 
etre effectue aisement par l'homme du metier, parmi les 
nombreux vecteurs disponibles, selon la cellule-hote 

35 choisie pour multiplier et/ou exprimer un acide nucleique 
conforme a 1' invention. 
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L' invention englobe egalement des cellules 
procaryotes ou eucaryotes transf ormees par une sequence 
d'acide nucleique conforme a l'invention. Ces cellules 
transformees peuvent §tre utilisees en particulier pour 
5 exprimer une kinase conforme a l 1 invention, par exemple 
afin de la purifier a partir des cultures cellulaires, 
par exemple en utilisant des techniques similaires a cel- 
les precedemment decrites par les Inventeurs pour la CIV1 
de Saccharomyces cerevisiae, (THURET et al., 1996, publi- 

10 cation citee ci-dessus) , ou bien afin de detecter son ac- 
tivity par un test approprie de viabilite cellulaire. 

La mise en evidence par les Inventeurs de 
1'homologie f onctionnelle des kinases ScCIVl et CaCIVl 
permet d'envisager de nombreuses applications pour cette 

15 famille de kinases. 

En particulier, du fait qu'il apparait que 
l'activite CAK non cycline-dependante de cette famille de 
kinases est essentielle pour la survie et la division 
cellulaire, des substances inhibitrices de cette activite 

20 peuvent etre utilisables comme fongicides, soit en tant 
que medicaments, soit sur le plan industriel. 

Par exemple, pour cribler des substances fon- 
gicides, telles que des substances actives sur Candida 
albicans, on mesure l'activite kinase de CaCIVl, ou de 

25 l'un de ses homologues fonctionnels constitue par une CAK 
non cycline-dependante de la famille CIV1, en presence de 
chacun des produits dont on souhaite determiner les pro- 
prietes fongicides, et l'on selectionne les produits 
ayant un effet inhibiteur sur cette activite. 

30 On peut effectuer un tel criblage en mesurant 

l'activite kinase d'une CAK de la famille CIV1, en pre- 
sence d'activateurs ou d' inhibiteurs potentiels a tester. 
L'activite kinase peut par exemple etre mesuree in vitro, 
soit directement en detectant la phosphorylation d'un 

35 peptide ou d'une proteine substrat, par exemple CDC28 ou 
Cdk2, ou la proteine MBP (myelin basic protein), dans un 
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melange react ionnel approprie, soit indirectement , en de- 
tectant et/ou mesurant l'activite de la proteine substrat 
lorsque celle-ci depend de la phosphorylation. 

L'activite kinase peut egalement etre mesuree , 
5 in vivo, par un test de viability cellulaire ; par exem- 
ple, l'activite kinase de CaCIVl peut avantageusement 
etre mesuree dans des cellules d'un mutant de 
Saccharomyces cerevisiae n'exprimant pas la CAK ScCIVl, 
transformees par le gene CaCIVl. 

10 L' invention englobe egalement 1' utilisation, 

d'un produit selectionne comme indique ci-dessus pour ses 
propri£t6s inhibitrices d'une CAK non cycline- dependant e 
de la famille CIV1 pour l'obtention d'un fongicide 

La presente invention sera mieux comprise a 

15 1'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a un exemple illustrant la mise en evidence de 
l'activite CAK de CaCIVl, et le clonage du gene corres- 
pondant . 

Exemple : 

20 La souche de Saccharomyces cerevisiae, CMY975 

(genotype CIV1-2 ura3 leu2 trpl lys2 ade2 ade3) porte une 
mutation thermosensible du gene CIV1 et, de ce fait, 
pousse a 24°C, mais pas a 37°C. 

Une culture de cette souche a ete transformee 

25 par la methode a 1' acetate de lithium [SCHIESTL et GIETZ, 
Current Genetics, 16, 339-346, (1989)] avec une banque de 
fragments genomiques Sau3A de Candida albicans clones 
dans le site BamHI du vecteur YEp24 (multicopie- C7RA3) 
[Botstein et al . , Gene 8, 11-24, (1979)]. 

30 Les cellules CMY975 sont etalees sur des boi- 

tes contenant un milieu synthetique depouvu d ! uracile, et 
cultivees a 37°C. 

Dix colonies de CMY975 poussant dans ces con- 
ditions ont ete obtenues. Les plasmides YEp24 contenant 

35 des inserts de Candida albicans ont ete recuperes a par- 
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tir de chacune ces colonies, et amplifies chez 
Escherichia coli. 

La carte de restriction de chacun de ces plas- 
mides a ete etablie, et a permis de constater que tous 
5 les inserts provenaient d'une meme region du genome de 
Candida ablicans . Le sequencage de cette region a permis 
de mettre en evidence un meme cadre ouvert de lecture co- 
dant pour une proteine kinase de 33 9 acides amines, . ce 
qui montre que les 10 inserts obtenus separement corres- 

10 pondent a un seul et meme gene de Candida albicans. Ce 
gene a ete denomme CaCIVl. 

La sequence de CaCIVl est representee dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO:!, 
et celle de la proteine CaCIVl est representee sous le 

15 numero SEQ ID NO: 2. La comparaison de la sequence de la 
proteine CaCIVl avec les sequences disponibles sur les 
bases de donnees fait apparaitre que cette proteine pos- 
sede seulement 28% d' acides amines identiques avec la CAK 
de Saccharomyces cerevisiae ScCIVl, et 24% d' acides ami- 

20 nes identiques avec les Cdk ScCDC28 de Saccharomyces 
cerevisiae et la CaCDC 28 de Candida albicans. 

Un fragment genomique BamHI-Clal de 3 kb con- 
tenant le gene CaCIVl a ete sous -clone dans le plasmide 
centromerique TRP1 pRS414 [SIKORSKI et HIETER, Genetics, 

25 122, 19-27 (1989)]. Ce plasmide a ete utilise pour trans- 
former un mutant de Saccharomyces cerevisiae dans lequel 
la sequence ScCIVl est deletee du genome et contenant le 
gene ScCIVl sur un plasmide replicatif portant egalement 
le gene de selection URA3 (souche CMY116 du genome ura3 

30 leu2 trpl lys2 civl LEU2/pJG43 (URA3 -ScCIVl ) . Les cellu- 
les transformees avec le plasmide pRS4 14 - CaCIVl sont via- 
bles apres la contre-selection et la perte du plasmide 
pJG43 {URA3 - ScCIVl) , ce qui confirme que le gene CaCIVl 
peut fonctionner a la place du gene essentiel ScCJVl. 

35 Done, CaCJVl code pour un homologue fonctionnel de 
ScCIVl, et suffit a restaurer l'activite CAK. 
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REVENDI CATIONS 

1) Proteine-kinase, appartenant a la famille 
denommee CIV1 definie par les caracteristiques suivan- 
tes : 

5 - elle est depourvue du motif GxGx(Y/F) GxV, 

dans lequel G represente la glycine, x represente un 
acide amine quelconque, Y/F represente soit la tyrosine 
soit la phenylalanine, V represente la valine ; 

- elle possede une activite CAK non-cycline 

10 dependant e ; 

a 1' exception de la CAK ScCIVl de 
Saccharomyces cerevisiae. 

2) Proteine-kinase selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue 

15 a partir de Candida albicans. 

3) Proteine-kinase selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle repond 
a la sequence representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID NO: 2. 

20 4) Acide nucleique codant pour une proteine- 

kinase selon une quelconque des revendications 1 a 3 . 

5) Vecteur recombinant, resultant de 
1' insertion d'un acide nucleique selon la revendication 4 
dans un vecteur approprie. 

25 6) Procede de criblage de produits fongicides, 

caracterise en ce qu'il comprend une etape ou l'on mesure 
I 7 activite kinase d'une CAK non eye line- dependant e de la 
famille CIV1 definie dans la revendication 1, en presence 
de chacun des produits dont on souhaite determiner les 

30 proprietes fongicides, et l'on select ionne les produits 
ayant un effet inhibiteur sur cette activite. 

7) Utilisation d'un produit selectionne par le 
procede selon la revendication 6 pour 1'obtention d'un 
fongicide. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> FAYE, Gerard 

VALAY, Jean Gabriel 
MANN, Carl 
THURET, J an-Yves 
CEA 

INSTITUT CURIE 
CNRS 

<120> KINASE ACTIVATRICE DES PROTEINE-KINASES CYCLINE 
DEPENDANTES, ET SES UTILISATIONS 

<130> MJPrm263/33 

<140> 
<141> 

<150> FR 9710287 
<151> 1997-08-12 

<160> 2 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 1020 
<212> ADN 

<213> Candida albicans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1020) 

<400> 1 

atg aag ttg tea gat tat tat ata gac aag gaa tta att tac aat agt 48 

Met Lys Leu Ser Asp Tyr Tyr He Asp Lys Glu Leu He Tyr Asn Ser 
1 5 10 15 

gec att tct gat ata tat acg get att gat aag ttt aat aac tta cca 96 
Ala He Ser Asp He Tyr Thr Ala He Asp Lys Phe Asn Asn Leu Pro 
20 25 30 

gta tgt ctt aaa ata gtt gat gaa gat ttc agt ctt cca cca cat tea 14 4 
Val Cys Leu Lys He Val Asp Glu Asp Phe Ser Leu Pro Pro His Ser 
35 40 45 

ate cat cga gaa gtt ctt ata ctt aaa act ttg aaa cca cat cca aac 192 
He His Arg Glu Val Leu He Leu Lys Thr Leu Lys Pro His Pro Asn 
50 55 60 

ata att gaa tat ttt aat gat ctt aaa att tgt gac gat att ata tta 240 
He He Glu Tyr Phe Asn Asp Leu Lys He Cys Asp Asp He He Leu 
65 70 75 " 80 

gtc acc aaa ttg tat cgt tat gat ttg agt caa ttg att gaa att aca 288 
Val Thr Lys Leu Tyr Arg Tyr Asp Leu Ser Gin Leu He Glu lie Thr 
85 90 95 

aaa tat tgt aaa cga aca aca cga ttt att tat ggt att aat ggt aat 336 
Lys Tyr Cys Lys Arg Thr Thr Arg Phe He Tyr Gly He Asn Gly Asn 
100 105 HO 

ctt gtt agt aat caa tat aca ctt get aat gaa att gaa gaa aaa gat 384 
Leu Val Ser Asn Gin Tyr Thr Leu Ala Asn Glu He Glu Glu Lys Asp 
115 120 125 
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ate aaa tta tgg tta aaa tea atg agt tea gga ctt gaa ttt att cat 432 
lie Lys Leu Trp Leu Lys Ser Met "Ser Ser Gly Leu Glu Phe lie His 
130 135 140 

tea caa ggg ata att cat cgt gat ata aaa ccc agt aat att ttc ttt 480 
Ser Gin Gly He He His Arg Asp He Lys Pro Ser Asn He Phe Phe 
145 150 155 160 

gee egg gat gat ata aca caa ccg att att gga gat ttt gat att tgt 528 
Ala Arg Asp Asp He Thr Gin Pro He He Gly Asp Phe Asp He Cys 
165 170 175 

tat gat tta aaa ctg cca cct aaa gat gaa ccc cct atg gcg aaa tat 576 
Tyr Asp Leu Lys Leu Pro Pro Lys Asp Glu Pro Pro Met Ala Lys Tyr 
180 185 190 

att gat gta tct aca ggt att tat aaa gca cca gaa ttg att ctt ggt 624 
He Asp Val Ser Thr Gly He Tyr Lys Ala Pro Glu Leu He Leu Gly 
195 200 205 

ata act aat tat gaa tat gaa att gat att tgg tea ttg ggt ata att 672 
He Thr Asn Tyr Glu Tyr Glu He Asp He Trp Ser Leu Gly He He 
210 215 220 

ttg act ggt tta tat tea gaa aat ttt caa agt gtt tta gtc aaa gat 720 
Leu Thr Gly Leu Tyr Ser Glu Asn Phe Gin Ser Val Leu Val Lys Asp 
225 230 235 240 

gat aaa gaa ttg act aat gat tct cat gtt agt gat tta tat tta tta 768 
Asp Lys Glu Leu Thr Asn Asp Ser His Val Ser Asp Leu Tyr Leu Leu 
245 250 * 255 

aat caa ata ttt gaa aat ttc ggt aca ccc aat tta act gat ttt gaa 816 
Asn Gin He Phe Glu Asn Phe Gly Thr Pro Asn Leu Thr Asp Phe Glu 
260 265 270 

gat gaa tta ttt tgt gat gaa tat aat aat gaa aac ttg cat ttt aaa 864 
Asp Glu Leu Phe Cys Asp Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Leu His Phe Lys 
275 280 285 

aaa ttc aat tta caa aaa tat cct aga aaa gat tgg gat att att tta 912 
Lys Phe Asn Leu Gin Lys Tyr Pro Arg Lys Asp Trp Asp He He Leu 
290 295 " 300 

cct cga tgc aat gat gat ttc atg aaa gaa att ttt ace aag atg att 960 
Pro Arg Cys Asn Asp Asp Phe Met Lys Glu He Phe Thr Lys Met He 
305 310 315 " 320 

aga tat gat cga agt aaa aga ata act tct aaa gaa ate tta caa tta 1008 
Arg Tyr Asp Arg Ser Lys Arg He Thr Ser Lys Glu He Leu Gin Leu 
325 330 335 

atg tta gat tga 1020 
Met Leu Asp 

340 



<210> 2 
<211> 339 
<212> PRT 

<213> Candida albicans 
<400> 2 

Met Lys Leu Ser Asp Tyr Tyr He Asp Lys Glu Leu He Tyr Asn Ser 
15 io 15 
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Ala He Ser Asp He Tyr Thr Ala He Asp Lys Phe Asn Asn Leu Pro 
20 • 25 30 

Val Cys Leu Lys He Val Asp Glu Asp Phe Ser Leu Pro Pro His Ser 
35 40 45 

He His Arg Glu Val Leu He Leu Lys Thr Leu Lys Pro His Pro Asn 
50 55 60 

He He Glu Tyr Phe Asn Asp Leu Lys He Cys Asp Asp He lie Leu 
65 70 75 80 

Val Thr Lys Leu Tyr Arg Tyr Asp Leu Ser Gin Leu He Glu He Thr 
85 90 95 

Lys Tyr Cys Lys Arg Thr Thr Arg Phe He Tyr Gly He Asn Gly Asn 
100 105 HO 

Leu Val Ser Asn Gin Tyr Thr Leu Ala Asn Glu He Glu Glu Lys Asp 
115 120 125 

He Lys Leu Trp Leu Lys Ser Met Ser Ser Gly Leu Glu Phe He His 
130 135 140 

Ser Gin Gly lie lie His Arg Asp lie Lys Pro Ser Asn lie Phe Phe 
145 150 155 160 

Ala Arg Asp Asp He Thr Gin Pro He lie Gly Asp Phe Asp lie Cys 
165 170 - * 175 

Tyr Asp Leu Lys Leu Pro Pro Lys Asp Glu Pro Pro Met Ala Lys Tyr 
180 185 190 

He Asp Val Ser Thr Gly He Tyr Lys Ala Pro Glu Leu lie Leu Gly 
195 200 205 

He Thr Asn Tyr Glu Tyr Glu lie Asp He Trp Ser Leu Gly He lie 
210 215 220 

Leu Thr Gly Leu Tyr Ser Glu Asn Phe Gin Ser Val Leu Val Lys Asp 
225 230 235 240 

Asp Lys Glu Leu Thr Asn Asp Ser His Val Ser Asp Leu Tyr Leu Leu 
245 250 255 

Asn Gin lie Phe Glu Asn Phe Gly Thr Pro Asn Leu Thr Asp Phe Glu 
260 265 270 

Asp Glu Leu Phe Cys Asp Glu Tyr Asn Asn Glu Asn Leu His Phe Lys 
275 280 285 

Lys Phe Asn Leu Gin Lys Tyr Pro Arg Lys Asp Trp Asp He lie Leu 
290 295 300 

Pro Arg Cys Asn Asp Asp Phe Met Lys Glu He Phe Thr Lys Met He 
305 310 315 320 

Arg Tyr Asp Arg Ser Lys Arg lie Thr Ser Lys Glu He Leu Gin Leu 
325 330 335 
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